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摘 要:采用核磁共振氢谱(1H NMＲ)技术与多元统计分析相结合的方法，对肝豆灵对大鼠基底节铜损伤的
调节机制进行研究。24 只雄性 Wistar 大鼠随机分为正常组、模型组和肝豆灵组，每组 8 只，以铜负荷法造
模。从造模第 7 周开始，肝豆灵组大鼠以肝豆灵灌胃。数据分析显示:与正常组比较，模型组的基底节细胞
凋亡指数显著增高(p ＜ 0. 01) ;基底节组织中的谷氨酰胺、尿苷、苏氨酸含量升高(p ＜ 0. 05) ，甘露醇、腺
苷、N-乙酰天冬氨酸、谷氨酸、N-乙酰谷氨酸(NAG)、天冬酰胺、乙酸、天冬氨酸、肌醇、三磷酸腺苷
(ATP)含量降低(p ＜ 0. 05) ;与模型组相比，肝豆灵组的基底节细胞凋亡指数显著降低(p ＜ 0. 01) ;基底节组
织中的谷氨酰胺、尿苷、乙酸、天冬氨酸含量降低(p ＜ 0. 05) ，甘露醇、腺苷、苏氨酸、N-乙酰天冬氨酸、
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Abstract:1H NMＲ spectroscopy combined with multivariate statistical method was introduced in this
paper to explore the regulation effect of Gandouling on basal ganglia injury in copper-laden rats． 24
male Wistar rats were randomly divided into control group，model group and Gandouling group，with
8 rats in each group． The rat model was established by copper-laden method． From the 7th week of
modeling，Gandouling group was given Gandouling formula via gavage． Compared with the control
group，the index of apoptosis cells in basal ganglia of model group increased significantly(p ＜ 0. 01) ，
and glutamine，uridine and threonine in basal ganglia were increased(p ＜ 0. 05)while mannitol，a-
denosine，N-acetylaspartate，glutamate，N-acetylglutamine asparagine， acetate， aspartate，myo-
inositol and ATP were decreased(p ＜ 0. 05)． Compared with the model group，the index of apoptosis
cells in basal ganglia of Gandouling group was significantly decreased(p ＜ 0. 01) ，and glutamine，
uridine，acetate and aspartate were reduced(p ＜ 0. 05)while mannitol，adenosine， threonine，
N-acetylaspartate，glutamate，N-acetylglutamine，asparagine，myo-inositol and ATP were elevated
(p ＜ 0. 05)． The results showed that Gandouling could influence the metabolism of basal ganglia in
copper-laden rats，which has a certain therapeutic effect on damage caused by copper． The mecha-
nism may be restoration of the functions of neurons and glial cells，through adjusting the detoxification
of ammonia and metabolism of excitatory amino acid neurotransmitter and interfering the energy metab-
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实验动物:24 只雄性 SPF级 Wistar大鼠，12 周龄，体重(180 ± 20)g，实验动物许可证号:SCXK
(皖)2011 － 002，由安徽医科大学实验动物中心提供并饲养。
药物和试剂:肝豆灵(批号:皖药制字 Z20050071，安徽省中医院院内制剂，规格:0. 3 g /片) ，由
半枝莲、穿心莲、大黄、黄芩、黄连、泽泻、萆薢、金钱草等组成;制备工艺:按处方称取药材，以
70%乙醇回流提取 2 次后，加 8 倍量水，将药渣再提取 1 次，浓缩药液至一定浓度，真空减压干燥，
得干浸膏，加入辅料(淀粉、单糖浆和硬脂酸镁等)压片即成;质控标准:高效液相色谱法(HPLC)测
定盐酸小檗碱含量不低于 0. 5%为合格;乙醚(分析纯，上海苏懿化学试剂有限公司) ;TUNEL 试剂盒
(10279600，美国 Ｒoche公司) ;硫酸铜、甲醇、三氯甲烷(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)。
实验仪器:EG1160 石蜡包埋机(德国 Leica公司) ;ＲM2235 石蜡切片机(德国 Leica 公司) ;JM － 6
Beckman离心机(美国 Beckman 公司) ;OlympusAH － 2 型显微镜(日本 Olympus 公司) ;HPIAS － 1000
病理图像分析仪(武汉清平影像技术有限责任公司) ;SCIENTZ － 48 高通量组织研磨器(宁波新芝生物
科技股份有限公司) ;D29 － 6020 真空干燥箱(上海精宏实验设备有限公司) ;冷冻干燥机(北京博医康
试验仪器有限公司) ;Bruker 600 MHz核磁共振谱仪(Bruker － AV600 spectrometer，德国 Bruker公司)。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 造模与药物干预 适应性饲养 1 周后，大鼠被随机分为正常组、模型组和肝豆灵组 3 组，每
组 8 只。室温 20 ～ 22 ℃，相对湿度 40%～60%，光照 12 h、黑暗 12 h。
正常组始终自由摄食饮水。模型组和肝豆灵组在适应性饲养 1 周后，以铜负荷法［5］造模。具体方
法为:连续 12 周喂饲含硫酸铜的饲料(1 g /kg)和水(0. 185%)。造模第 7 周开始，肝豆灵组大鼠以肝
豆灵 0. 486(g·kg －1)/d灌胃，正常组和模型组予以等容量生理盐水灌胃，直至第 12 周造模结束。
1. 2. 2 样本采集 造模结束，大鼠禁食 12 h 后，乙醚吸入麻醉，断头取脑，依据 George Paxious 和
Charles Watson鼠脑图谱［6］取大鼠新鲜基底节区。将所取组织分为两份:1 份液氮速冻， － 80 ℃超低温
冰箱保存，以备 NMＲ检测;另 1 份以 10%多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋，用于细胞凋亡检测。
1. 2. 3 实验方法 细胞凋亡实验:实验步骤按照 Ｒoche公司 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒说明书操作。
结果判定:对照基底节细胞核呈蓝色，阳性细胞(即凋亡细胞)核呈棕褐色者。400 倍光镜下用单盲法
进行观察、计数，每张片随机取 3 个高倍视野，计算细胞凋亡指数(AI = 凋亡细胞数 /总细胞数 ×
100%)。实验结果计量资料以(均数 ±标准差)表示，若多组均数的比较满足方差分析，则各组间差异
进行单因素方差分析。若不满足方差分析，则进行秩和检验。所有数据均采用 SPSS19. 0 统计软件分
析，以 p ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
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组织提取:取基底节组织样品;加入由甲醇(4 mL /g)和蒸馏水(0. 85 mL /g)配制的溶液中，低温
匀浆;加入 1. 4 mL 氯仿，旋涡样品;加入 0. 7 mL 蒸馏水，再旋涡;于 4 ℃ 10 000 r /min 离心样品
10 min;将上清液移至 5 mL 离心管;真空干燥箱中挥干甲醇;剩余溶液移至冻干机中冻干成粉末，保
存于 － 80 ℃冰箱。
氢谱采集:NMＲ实验前，解冻粉末样品至常温，加入含 0. 05%的 2，2，3，3-三甲基甲硅烷基丙
酸(3-Trimethylsilylpropionic-2，2，3，3-acid，TSP)的重水配制的磷酸盐缓冲液 550 μL(150 mmol /L
K2HPO4和 NaH2PO4，pH 7. 4)振荡混匀;4 ℃ 10 000 r /min 离心 10 min，取 500 μL 上清液转移至 5
mm 核磁管内。以 Bruker 600 MHz谱仪进行核磁采样，实验温度 296 K。使用标准的预饱和脉冲序列
ZGPＲ(ＲD －90° － ACQ)采集 1H NMＲ 谱，谱宽为 12 kHz，弛豫延时为 2 s，采样点数 32 K，累加次数
64 次。
谱数据处理:用 MestreNova 9. 0 软件打开 fid数据，将 fid 数据末尾充零至 64 K 点数，快速傅立叶
变换成 NMＲ谱。以 TSP 谱峰为零点对 NMＲ 谱进行定标，并进行相位校正和基线校正。采用自编软
件［7］进行谱峰对齐，截除残余水信号(δ 5. 23 ～ 4. 68)和残余甲醇信号(δ 3. 40 ～ 3. 31) ，对剩余区域









Table 1 Ｒesults of basal ganglia cell apoptosis test
with TUNEL method
Group Sample number Apoptosis index
Control(正常组) 8 6. 35 ± 1. 47
Model(模型组) 8 62. 19 ± 8. 76△
Gandouling(肝豆灵组) 8 23. 96 ± 3. 92△#
note:compared with the control group，t test，△p ＜ 0. 01;compared
with the model group，#p ＜0. 01(与正常组比较，t 检验的 △p ＜0. 01;





数增多(p ＜ 0. 01) ;肝豆灵组的凋亡细胞数相对




胞凋亡指数均显著升高(p ＜ 0. 01) ;但与模型组相比，肝豆灵组的细胞凋亡指数显著降低(p ＜ 0. 01) ，
说明肝豆灵对铜负荷大鼠基底节细胞凋亡具有一定的抑制作用。
图 1 基底节细胞凋亡图片(TUNEL， × 400)
Fig. 1 Images of basal ganglia cell apoptosis(TUNEL， × 400)
A． control group;B． model group;C． Gandouling group
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2. 3 1H NMＲ代谢轮廓分析
图 2 为大鼠基底节组织的典型1H NMＲ谱，其中低场部分的信号强度较低，因此放大 8 倍显示。从
图中可以看出，3 组大鼠基底节组织1H NMＲ 谱图存在一定差异。根据 HMDB 数据库(http: / /
www. hmdb. ca)和文献报道［10 － 11］对强度较高的谱峰进行代谢物归属，得出一些主要的代谢物，包括肌
苷(InO)、单磷酸腺苷(AMP)、肌醇(m － l)、乙醇胺(EA)、谷氨酰胺(Gln)、葡萄糖(Glu)、二磷酸




丙氨酸(Ala) ，详细信息如图 2 所示。
图 2 基底节组织的典型1H NMＲ谱
Fig. 2 Typical 1H NMＲ spectra of basal ganglia tissue
为了探索正常组、模型组和肝豆灵组 3 组样本之间的代谢差异，对预处理后的图谱数据做主成分
分析(PCA) ，结果如图 3A所示。各组样本在 PCA得分图中比较分散，且有一定的重叠。由于 PCA是
以方差最大为原则，这说明 3 组样本 NMＲ 谱的个体差异大于组间差异。为了突出各组样本的组间差
异，对数据进行偏最小二乘判别分析(PLS － DA) ，结果如图 3B 所示。3 组样本在 PLS － DA 得分图中
可以明显区分，其中 Ｒ2Y = 89. 15%，Q2 = 72. 2%。说明 3 组之间具有显著差异。
进一步分别对模型组和正常组、模型组和肝豆灵组进行 PLS － DA分析，结果如图 3C、D所示，两
个模型的预测能力 Q2分别提高到 83. 24%和 94. 20%。对这两个模型进行 200 次的置换实验，将部分样
本的类别信息打乱，计算相应模型的 Ｒ2Y和 Q2，以此评价各组之间差异的显著性，以及 PLS － DA建模
方法对组间差异的表达能力，结果如图 4 所示。由图 4 可见，部分样本类别信息打乱后，相应模型的
性能(Ｒ2Y和 Q2)均下降。说明模型组与正常组，以及模型组与肝豆灵组的差异显著，而且 PLS － DA模
型可以很好地表征它们之间的差异。
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图 3 3 组样本的多元统计分析结果
Fig. 3 Multivariate statistical results of the three groups samples
A． PCA scores plot;B． PLS － DA scores plot;C． PLS － DA scores plot of the control and model groups;D． PLS － DA score plot of the
model and Gandouling groups ;●:control group，:model group，◆:Gandouling group;Ellipse in the figure is 95%Hotelling T2
ellipse of the corresponding group(A． PCA得分图;B． PLS － DA得分图;C． 正常组与模型组 PLS － DA得分图;D． 模型组与肝
豆灵组的 PLS － DA得分图;●:正常组，:模型组，◆:肝豆灵组;图中的椭圆为相应组的 95%Hotelling T2 椭圆)
图 4 PLS － DA模型验证结果
Fig. 4 Validation results of PLS － DA models
A． model group － control group;B． Gandouling group － model group(A． 模型组 －正常组;B． 肝豆灵组 －模型组) ;
▲:Ｒ2Y value， :Q2 value
综合各代谢物谱峰在 PLS － DA模型的 VIP值、回归系数值和 t检验结果，发现 12 种对组间差异贡
献较大的代谢物，将这些代谢物的特征峰积分面积在 3 组样本中的中值、25%分位点、75%分位点、
最小值、最大值和离群值等统计信息用箱图表示(如图 5，纵坐标为谱峰积分面积大小)。相对于正常
组，模型组样品中的谷氨酰胺、尿苷、苏氨酸含量升高(p ＜ 0. 05) ，甘露醇、腺苷、N-乙酰天冬氨酸
(NAA)、谷氨酸、N-乙酰谷氨酸(NAG)、天冬酰胺、乙酸、天冬氨酸、肌醇、三磷酸腺苷(ATP)的含
量降低(p ＜ 0. 05) ;相对于模型组，肝豆灵组的谷氨酰胺、尿苷、乙酸、天冬氨酸含量降低(p ＜
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0. 05) ，甘露醇、腺苷、苏氨酸、NAA、谷氨酸、N-乙酰谷氨酸、天冬酰胺、肌醇、ATP 的含量升
高(p ＜ 0. 05)。
图 5 3 组大鼠差异代谢物
Fig. 5 Significant metabolites in three groups
:control group， :model group， :Gandouling group， :outlier





制促凋亡因子 Caspase － 3 及 Caspase － 9 的表达，上调抑凋亡蛋白 XIAP 的表达，有效干预神经细胞凋
亡，保护神经细胞活性。本实验所采用的 Tunel 细胞凋亡检测试剂盒，是通过检测细胞凋亡过程中细
胞核 DNA的断裂情况，定位正在凋亡的细胞，通过组间对比凋亡指数，能反映模型组细胞凋亡情况和








































以发挥其治疗作用。以上结果与肝豆灵片可改善 WD 患者神经功能等临床研究结论［1 － 2］相符，或可初
步解释此临床治疗机制，为进一步阐释 WD铜对基底节的损伤途径和药物作用机制提供依据。
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